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1. 序論 
脳脊髄関門(BBB)は，循環と中枢神経系の間で構造的・機能的界面である．すなわち，BBB
が血液感染性物質や細胞が脳へ通過するのを制御しており，神経系の微小循環におけるホ
メオスターシスを維持している．髄膜炎を発症するには，インフルエンザ菌が BBBを通過
する必要があるが，そのメカニズムははっきりわかっていない．我々は Cell bound 
organisms（CBO）としてインフルエンザ菌を経鼻的に摂取することで，髄膜炎を発症す
るモデルマウスを用い，BBBの細胞間接着に関与するタンパクについて検討した． 
2. 実験材料と方法 
インフルエンザ菌は 770235f-b+株を用いた．CBOは 4-6週齢のメス C57BL/6マウスまた
はジキシン欠損マウスの骨髄から単離した樹状細胞を用いて作成した．通過実験には
Human brain microvascular endothelial cells(HBMECs)を用い，同細胞に TNF-α処理を
加えてから抽出したタンパク分画を 2 次元ゲル電気泳動し，コントロールに比べ変化のあ
るスポットを回収し，プロテオーム解析に用いた．脳脊髄液と脳組織サンプルは，4%パラ
ホルムアルデヒドで固定後，パラフィン包埋切片を作製し，ギムザ染色で組織学的所見を
観察した． 
3. 結果と考察 
HBMECs単層培養の層を通過して侵入する CBOの数は，IL-1βや LPSで前処理をしたも
のよりも TNF-αで処理したもので明らかに多かった(p<0.001)．さらに，CBO の侵入は
TNF-αの濃度と相関しており，TNF-α処理が BBBの通過亢進に関与することが示唆され
た．そこで TNF-α処理したHBMECsから抽出した膜成分タンパクを 2次元ゲル電気泳動
し，コントロールと比較したところ，41 種類のタンパクで変化を認めた．各スポットのプ
ロテオーム解析をしたところ，炎症に関連するタンパクなどが同定され，その中で，ジキ
シンが TNF-α処理によって-1.8倍に減少していることが明らかとなった．ジキシンは，全
身のうちマクロファージと脳の細小血管内皮細胞の接着斑に発現するタンパクとして知ら
れ，細胞の接合に重要と考えられているタンパクである．TNF-α処理した HBMECs の
RT-PCRを行ったところ，ジキシンはタンパク発現のみならず，転写発現も 1.5倍減少して
いることが確認でき，BBB のタイトジャンクションに必要なタンパクであることが示唆さ
れた．そこでマウスを用いた感染実験を行った．野生型マウスに CBOを接種すると，接種
後 3-5 日目に 15%が髄膜炎を発症していた．また脳脊髄液には好中球だけでなく，単球内
に細菌が観察された(図 1)．これら髄膜炎を発症したマウスは，脳脊髄液中だけでなく肺胞
にもインフルエンザ菌が確認され，中等度の肺炎を呈していた． 
 
この病理所見は，初感染巣（肺）で細菌が樹状細胞などの単球に侵入（細胞内に寄生）し，
これがBBBに到達して，通過侵入することで髄膜炎を引き起こすのではないか，という我々
の仮説を支持する所見と考えた． 
そこで，ジキシン欠損マウスに CBOを経鼻接種したところ，脳や肺における細菌濃度とは
関係なく，野生型マウスに比べて明らかに致死の割合が高く (50% vs. 15%、p=0.03)(図 2)，
死亡率も高かった(ハザード比 3.8)． 
 一方で，経静脈的に生菌を接種した場合は，野生型もジキシン欠損型マウスも，観察期間
中に死亡するマウスはなかった．そして，感染 24時間後には，血中・肺や脳組織において，
感染させた菌体を確認することができなかった．すなわち，細胞内寄生の状態にあること
よりもさらに重要な因子が存在すると考えられるのである． 
TNF-αがしばしば透過性の変化を引き起こす主要な因子となるように，障害によって引き
起こされる血中のサイトカイン濃度や CSF中の濃度と，BBBの破綻との間には密接な関係
がある．実際マウス血清中の TNF-αが，経鼻接種による感染後，髄膜炎によって死亡し始
める時期に増加していることも報告されている(Lv S et al.,2010)．すなわち TNF-αは，呼
吸組織のような初感染巣で産生され，感染後 3 日目に検出されるようになり，血流にのっ
て BBBに到達するようになる．そして TNF-αの経静脈的な接種をすると，BBBの透過性
を亢進させうることも報告されている(Takata F et al.,2011、Abraham CS et al., 1996)．
この双方を考慮すると，TNF-αが髄膜炎における重要な因子であることが推測される．さ
らにジキシン欠損マウスは，野生型マウスに比べて明らかに死亡率が高かった．我々は，
ジキシンが，細胞内寄生菌が BBB を通過侵入しようとするのに対し，BBB のタイトジャ
ンクションを守るタンパクの一つとして重要な役割を果たしていると考えた．しかし，ジ
キシン欠損マウスの死亡率は 50%に到達して以降の観察期間を長くしても，それ以上の死
亡率にはならなかった．これは，BBB の微小血管におけるタイトジャンクションの構成要
素が，αアクチン，ビンクリン，カドヘリン，A-CAMなどジキシン以外も含んでいること
を考慮すると，ほかの要素の影響が関与しているものと考えている． 
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